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(54) Title: MICROSCOPIC SYSTEMS FOR OPTICALLY SCANNING MICROSCOPIC OBJECH^S 

(54) Bezelchnung: MIKROSKOPSYSTEME ZUR OPTISCHEN ABTASTUNG VON MIKROSKOPISCHEN OBJEKTEN 

(57) Abstract * 

The invention relates to a microscopic 
system for optically scanning objects, espe* 
cially under fluorescence conditions. The 
inventive system comprises at least two, 
preferably electric, electronic and/or photo- 
graphic, image detecting devices (40, 42, 44) 
which are configured for the simultaneous 
storage-capable detection of a detection area 
pertaining to an object.. ' 

(57) Zusammenfiassung 

Die Erfindung beschreibt ein 
Mikroslcopsystem zur optischen Abtastung 
von Objekten, insbesondere tinter Fluo- 
reszenzbedingungen, welches zumindest 
zwei bevorzugt eletrische, elektrontsche 
und/oder fotographische Bilddetektionsein- 
richtungcn (40, 42, 44) umfasst, die zur 
gleichzeitigen speicherfdhigen Detektion 
eines Detektionsbereichs des Objekts 
ausgelegt sind. 
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Mikroskopsysteme zur optischen Abtastung von mikroskopischen Obj^kten 



.. Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Mikroskopsysteme zur optischen Abtastung von mikroskopi- 
schen Objekten, wie sie irr den AnsprCichen 1 und 8 beschrieben sind,'ein ent- 
sprechendes Verfahren zur optischen Abtastung, wie es in Anspruch 9 beschrie- 
ben ist sowie die Verwendung des Mikroskopsystems. wie es in Anspruch 1 1 
beschrieben ist. 

Fur eine Vielzahl von Anwendungen in verschiedensten Technologiebereichen, 
insbesondere in der biologischen und medizinischen Forschung, ist eine automati- 
sierte Abtastung eines zu untersuchenden Objektes {z.B. Objekttragers) erforder- 
lich. Herkomm|icherweise wird dies mit Hilfe eines motorisierten Mikroskops so 
realisiert, daS der Objekttrager mittels eines motorisierten Objektverschiebetischs 
in X- und y-Richtung, z.B. maanderformig unter dem Objekt, verfahren wird und 
von einer CCD-Kamera sukzessive erfaRt.wird. Die Geschwindigkeit der automati- 
scheri Abtastung mikroskopischer Praparate ist insbesondere unter Fluoreszenzbe- 
dihgungen, d.h. unter Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops, durch folgende 
Faktoren limitiert: 

T. Die Signalintensitaten von Fiuoreszenzsignalen von mikrobiologischeh Prapa- 
raten sind teilweise verhaltnismalSig klein. insbesondere bei hohen Ver 
grolSerungen ist daher fur eine ausreichende Biidqualitat eine vergleichs- 
weise lange Integrations- bzw. Detektionszeit solcher Signale notwendig, 
welche teilweise einige Sekunden betragen kann. 

2. Vielfach mussen Fluoreszenzsignale unterschiedlicher Wellenlangen in dem 
gleichen Bildr bzw. Detektionsbereich eines mikroskopischen Objekts unter- . 
sucht werden. Dies ist insbesondere bei mikrobiologischen Objekten der Fall, 
die mit mehreren Fluoreszenzfarbstoffen bzvy. Fluorochromen prapariert 
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warden sind. In solchen Fallen mulS der gleiche Detektionsbereich iyiehrmals 
unter Verwendung der fur den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff geeigneten 
Filterkombination des Mikroskops aufgenomnnen werden. Farbkameras, die 
drei Farbkanale (rot R, grun G, blau B) gleichzeitig aufnehmen konnen, sind 
5 hierzu ungeeignet, da zum einen die integrierten R,G,B-Filter nicht an die~ 

Emissionsspektren der Fluoreszenzfarbstoffe angepaBt sind, und da es zum 
anderen nicht moglich ist, die Detektionszeit fur die einzelnen Farbkanale 
individuell zu steuern. Dies ist aber angesichts der erheblichen Unterschiede 
der Fluoreszenzintensitaten von beispielsweise DAPI-Gegenfarbung und 
10 Hybridisierungssignalen irn Fall von FISH zwingend erforderlich. 

3. Wird ein motorisierter Objektverschiebetisch fur ein schrittartiges Abrastern 
bzw. "Scarinen" eines mikroskopischen Objekts verwendet, so muB nach 
einem Anhalten des Objektverschiebetischs eine fur den Objektverschiebe- 

15 tisch charakteristische Einschwingzeit abgewartet warden, urn eine Bewe- 

gungsunscharfe, d.h, ein "Verwackein" eines zu detektierenden Elides zu 
vermeiden. Eine solche Bewegungsunscharfe wiirde sich ansonsten zwangs- 
laufig bei den herkommlicherweise verwendeten Detektionszeiten von CCD- 
Kameras ergeben. 

20 ■ . . ■ • 

Angesichts der obigen geschwindigkeitsbegrenzenden Faktoren ist es daher eine 
Aufgabe der Erfindung, die Abtastgeschwindigkeit eines Objekts zu erhohen, ohne 
dabei einen Verlust an Bildqualitat hinnehmen zu mussen. VorzugsWeise soil die 
Abtastgeschwindigkeit bzw. -rate nur durch die minimale, zur Bilddetektion not- 
25 wendige Detektionszeit limitiert sein. Es ist ferner eine Aufgabe der Erfindung, ein 
entsprechendes Verfahren zuroptischen Abtastung von Qbjekten und Verwendun- 
gen der erfindungsgemaBen Vorrichtung anzugeben. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemalS durch ein Mikroskopsystem mit den in 
30 Anspruch 1 und 8 angegebenen Merkmalen, durch ein Verfahren zur optischen 
Abtastung von Objekten, welches die Merkmale von Anspruch 9 aufweist, und 
durch eine Verwendung mit den Merkmalen des Anspruchs 1 1 gelost. Bevorzugte 
Ausgestaltungen der Erfindung sind in den Unteranspruchen ausgefuhrt. 
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/ ErfindungsgemaB umfaBt ein Mikroskopsystem zur optischen Abtastung von 
^ Objekten, msbesqndere unter Fluoreszenzbedingungen, zumindest zwei bevorzugt 
elektrische, elektronische und/oder fotographische Bilddetektionseinrichtungen, die 
zur gleichzeitigen speicherfahigen Detektion eines Detektionsbereichs des Objekts 
.5 ausgelegt sind. Um den Detektioribereich des Objekts zu detektieren, verwenden_ 
die Bilddetektionseinrichtungen vorzugsweise einen Tell eines optischen Auf-^ 
nahmesystems des Mikroskops gemeinsam. Beispielsweise kann ein objektivseiti- 
ger Teil des Aufnahmesystems von alien Bilddetektionseinrichtungen zur Detektion 
verwendet werden, wohingegen Teile des Aufnahmesystems auf der Seite der 
10 Bilddetektionseinrichtungen auseinanderfallen. Das erfindungsgemaBe Mikro- 
skopsystem mit den zumindest zwei Bilddetektionseinrichtungen weist insbesonde- 
re durch die mogliche simultane und zeitgunstige Detektion des Objekts d.urch die 
rnehreren Bilddetektionseinrichtungen erhebliche Vorteiie gegenuber herkomm- 
lichen Mlkroskopsystemen auf. 

15' 

GemaS ieiner bevorzugten Ausfuhrungsform umfassen die Bilddetektionseinrichtun- 
gen zumindest eine vorzugsweise hochauflosende CCD-Kamera, insbesondere 
^ sogenannte Megapixelkameras, d.h. CCD-Kameras, welche mehr als 10^ biid- 
auflosende Pixel aufweisen. Vorzugsweise sind die Bilddetektionseinrichtungen 

20 ferner derart ausgelegt, daB jeweilige Detektionszeitdauern unabhangig vonein- 
ander einstellbpr sind. So kann einerseits die Integrations- bzw. Akkumulationszeit 
des CCD-Arrays bei kleinen, zu detektierenden Intensitaten verlangert werden, 
wobei die Ausleserate.der CCD geeignet angepalSt wird. Andererseits kann bei 
grofSen Detektionssignalintensitaten, welche bei normalen Detektioriszeitd&uern zu 

25 einem Saturieren bzw. Oberstrahlen der CCD fuhren wiirden^ die Detektions- 
zeitdauer, d.h. die Integrations- bzw. Akkumulationszeitdauer, der CCD verkurzt 
werden. Durch diesen "elektronischen Shutter bzw. VerschluB" der Bilddetektions- 
einrichtung wird eine mechanische Blendenanordnung zur Abschwachung groSer 
Detektionsintensitaten zumeist uberflussig, wodurch sich eine einfachere und 

30 kostengunstigere Losung ergibt. 



Gemafi einer bevorzugten Ausfuhrungsform detektiert eine erste der Bilddetek- 
tionseinrichtungen den Detektionsbereich in einer ersten Objektfokusebene und 
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eine zweite der Bilddetektionseinrichtungen den Detektiohsbereich in ein^r zweiten 
Objektfokusebene, wobei die erste und die zweite Objektfokusebene relativ zuein- 
ander entlang einer optischen Detektionsachse des iVIikroskopsystenris versetzt 
sind. Hierdurch kann eine simultane Detektion des optisch abzutastehden Objekts 
5 in unterschiedlichen Fokusebenen erfolgen, d.h. es konnen unterschiedliche - 
Tiefenschichten des Objekts untersucht werden. Die Objekt- bzw. Gegenstands- 
ebenen, welche fokussiert bzw. scharf von den zunnindest zwei Bilddetektionsein- 
richtungen detektiert werdeh, sind somit entlang der optischen Detektionsachse 
des Mikroskopsystenns voneinander beabstandet. Die von den Bilddetektionsein- 

10 richtungen erhaltenen speicherfahigen Bilder bzw. Signale konnen nachfplgend in 
ein sogenanntes "extended focus"-Biid bzw. Projektionsbild umgerechnet werden, 
um die unterschiedlichen detektierten Ebenen des Objekts insbesondere in einem 
Bild darzustellen. Bei der Berechnung des Projektionsbildes aus den einzelnen 
Bildern bzw. Signalen der Bilddetektionseinrichtungen kann auf bekannte Algorith- 

1 5 men zur Erzeugung eines f^rojektionsbildes aus Bildern mehreren Tiefenschichten 
zuruckgegriffen werden. 

GemalS eiher weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm sind die erste und die zweite 
Bilddetektionseinrichtung um unterschiedliche geometrische VVeglangen entlang 

20 der jeweiligen optischen Detektionspfade von der ersten Objektfokusebene be- 
abstandet. Um unterschiedliche Objektfokusebenen des Objekts mit der ersten und 
der zweiten Bilddetektionseinrichtung scharf bzw. fokussiert abzubilden, konnen 
die Bilddetektionseinrichtungen im Strahlengang des Mikroskopsystem derart 
versetzt sein, daS die geometrischen Weglangen entlang der jeweiligen Detektions- 

25 „ pfade unterschiedlich lang sind: Durch ein derartiges Versetzen der Bilddetektions- 
einrichtungen insbesondere auf der Bildseite des Mikroskopsystems, welche 
entlang des Detektionsstrahlengangs hinter dem optischen Abbildungs- bzw. 
Linsensystems liegt, werden unterschiedliche Tiefenebenen des Objekts von den. 
Bilddetektionseinrichtungen scharf erfalSt. Die Tiefen- bzw. Objektfokusebenen 

30 konnen hierbei sehr dicht angeordnet sein und beispielsweise nur um Bruchteile 
eines Mikrometers voneinander beabstandet sein. 



GemaK einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfaBt zumindest eine der 
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/ Bilddetektionseinrichtungen eine Zusatzoptik zur Einstellung der jeweiligen Objekt- 
fokusebene. Die Zusatzoptik ist insbesondere eine optische Linse bzw. ein Linsen- 
system, welches derart in dem Detektionsstrahlengang des Mikroskopsystems 
angeordnet wird, dafS - insbesondere auch ohne das oben beschriebene Versetzen 
5 der Bilddetektionseinrichtungen - unterschiedliche Fokus- bzw. Tiefenebenen des- 
Objekts scharf bzw. fokussiert abgebildet werden. Beispielsweise ist die Zusatz- 
optik im optischen Detektionspfad lediglich der ersten Bilddetektionseinrichtung 
angeordnet und liegt folglich nur im Detektionsstrahlengang zwischen dem zu. 

detektierenden Objekt und der ersten Bilddetektionseinrichtung, wahrend die 

■ ■ . I 

10 zweite Bilddetektionseinrichtung das Objekt ohne die Zusatzoptik detektieren wird. 
Vorzugsweise ist die Zusatzoptik unmittelbar vof zumindest einer der Vielzahl der 
Bilddetektionseinrichtungen angeordnet. 

GemalS einer weiteren bevorzugten Ausfijhrungsfprm ist eine erste der Bilddetek- 
15 tionseinrichtungen zur Detektion einfes ersten und eine zweite der Bilddetektions- 
einrichtungen zur Detektion eines zweiten optischen VyelienlSngenbereichs ausge- 
legt. Dies ist insbesondere fur Fluoreszenzanwendungen eines Mikroskopsystems 
vorteilhaft, bei welchen das mikroskopische Objekt mit mehreren zu detektieren- 
den Flubreszenzfarb'stoffen prapariert wurde, die ihre Emissiohsbanden in unter- 
20 schiedlichen optischen Wellenrangenbereicheri aufweisen. Die erfindungsgemaRe 
Bereitstellung von zumindest zwei Bilddetektionseinrichtungen ermoglicht somit 
eine simultane Detektion des Detektionsbereichs des Objekts in mehreren opti- 
schen Wellenlangenbereichen, wodurch sich eine spurbare Verbesserung der 
Abtastgeschwihdigkeit bzw. -rate im Vergleich zu herkommlichen, sequentiell 
25 arbeitenden Mikroskopsystemen ergibt. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfaBt die erste Bilddetek- 
tionseinrichtung eine erste Kamera und einen dichroitischen Strahlteiler und die 
zweite Bilddetektionseinrichtung eine zweite Kamera, wobei der Strahlteiler derart 
30 ausgelegt und im Detektionsstrahlengang angeordnet ist, dalS Detektionsstrahlen 
des Detektionsbereichs in dem ersten Wellenlangenbereich per Transmission durch • 
den Strahlteiler auf die erste Kamera und Detektionsstrahlen des Detektions- 
bereichs in dem zweiten Wellenlangenbereich per Reflexion an dem Strahlteiler auf 
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die zweite Kamera fallen. Diese besonders fur Fluoreszenzanwendungen vorteilhaf- 
te Ausfuhrungsform gestattet somit prinzipiell die Verwendung von baugleichen 
Kameras, insbesondere hochauflosende CCD-Kameras, da die Wellenlangenbe- 
reichselektion durch den dichroitischen Strahlteiler vorgenommen wird, Sollen 
5 Emissionsbahden von Fluoreszenzfarbstoffen in drei unterschiedlichen Wellenlan- _ 
genbereichen detektiert werden, so kopnen drei Kameras mit zwei dichroitisphen 
Strahlteilern bereitgestellt werden. Eine Erweiterung auf mehr als drei Kanneras Jst 
ebenfalls moglich. • 

10 GemaB einem weiteren Aspekt d.er Erfindung uhnfaBt ein Mikroskopsystem z'ur 
optischen Abtastung von Objekten, insbesondere unter Fluoreszenzbedingungen, 
zumindest eine Objektbeleuchtungseinrichtung, zumindest eine Bilddetektionsein- 
richtung zur Detektion von Detektionsbereichen des Objekts innerhalb einer Detek- 
tionszeitdauer tdetektion und eine Objektverschiebeeiririchtung zur Verschiebung des 

15 Objekts, 

wobei die Objektverschiebeeinrichtung zu einer Verschiebung des Objekts mit einer 
vorbestimmten Geschwindigkeit ausgelegt ist, so daB nach einer Verschiebezeit 
^verschieb ^35 Objekt um einen Detektionsbereich bzw, um eine maximale Lange des 
Detektionsbereichs in Verschieberichtung verschoben ist, wpbe? tde^ktion einen 

20 Bruchteil von t^erscweb betragt. Eine solche Verkurzung der Detektionszeitdauer 
Wktion 'st insbesondere bei Transmissions- bzw. Durchlichtuntersuchungen vorteil- 
haft. Ein derartiges Mikroskopsystem gestattet es demgemaB, einen Detektions- 
bereich des Objekts zu detektieren, selbst wenn sich dieses bewegen sollte, da 
eine eventuelle^Bewegung durch die im Vergleich zur Verschiebezeit t^erscweb kleinen 

25 Detektionszeit tjetektion "eingefroren" wird. Auf diese Weise wird so _einer Bewe- 
gungsunscharfe eines detektierten Bildeis wirkungsvoll begegnet. Folglich kann die 
Detektion von Detektionsbereichen des Objekts mit der maximal mechanisch 
• moglichen Verschieberate der Objektverschiebeeinrichtung erfolgen (typischer- 
weise etwa 10 Detektionsbereiche bzw. -positionen pro Sekunde), ohne die 

30 Einschwingzeit des Objekts bzw. der Objektverschiebeeinrichtung abwarten zu 
mussen. Eine eventuell reduzierte Intensitat des von der Bilddetektionseinrichtung 
detektierten Bildsignals laBt sich oft durch einen entsprechend erhohten Beleuch- 
tungspegel wieder anheben. Es ist folglich nicht notwendig, das Objekt mit einer 
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/ Objektverschiebeeinrichtuhg schrittweise, d.h. in einem Start-ZStopbetrieb, zu 
\ verschieben, um eine Bilddetektion lediglich in Ruhezustanden des Objektes vor- 
zunehmen. Statt dessen kann das mikroskopische Objekt kontinuierlich {z-B-, 
gleichformig mit konstanter Geschwindigkeit) bewegt werden, wodurch ein Ab- 

5 warten einer Einschwingzeit der Objektverschiebeeinrichtung sowie eine Beschleu-_^ 
nigungs- und Abbremszeit derselben im Vergleich zu herkommlichen Mikroskopsy- 
stamen hinfallig ist. Vorteilhafterweise laBt sich daher eine gesteigerte Abtast- 
geschwindigkeit des pbjekts erzielen. 

10 GemalS einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Mikroskopsystems ist die De^ek- 
tionszeitdauer tdetcktion ^ t,erschieb/500, vorzugsweise tdetektion ^ t^erschieb/1000. Vor- 
zugsweise ist die Detektionszeitdauer tj^e^^i^^ion kleiner als 1 msec, vorzugsweise 
kleiner als 0,1 msec. 

15 QemaB einer beyorzugten Ausfuhrungsform sind die Objektverschiebeeinriciitun- 
gen zur zumindest zweidimensionalen Verschiebung des Objekts senkrecht zur 
bptischen Achse des Mikroskopsystems ausgelegt (x- und y-Richtung). Vorteilhaf- 
terweise ermoglicht die Objektverschiebeeinrichtung jedoch ebenfalls eine Ver- 
schiebung des Objekts entlang der optisch,en Achse (z-Richtung), was insbesonde- 

20 re zur automatisierten Abtastung "dicker" Objekte vorteilhaft ist. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfaBt die Objektverschie- 
beeinrichtung einen Qbjektverschiebetisch und einen dieseh verschiebenden 
elektrischen Verschiebemotor. 
■.25 ■ ' . ' ". 

Gemafl einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist das erfindungsgemaBe 
Mikroskopsystem mit einer Steuereinrichtung bereitgestellt, die mit der Objektbe- 
leuchtungseinrichtung, der.Bilddetektionseinrichtung und der Objektverschiebeein- 
richtung in Signalverbindung steht und ein automatisches (d.h. unbeaufsichtigtes) 
30 optisches Abtasten eines mehrere Detektionsbereiche bzw. Bildf elder umfassenden 
Bereichs des Objekts steuert. Hierdurch kann vorteilhafterweise mit hoher opti- 
scher Abtastgeschwindigkeit eine automatische Abtastung bzw. Detektion des 
mikroskopischen Objekts erfolgen, ohne dalS Benutzereingriffe wahrend dieses 
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.GemaB der Erfindung wird ein Verfahren zur optischen Abtastung von Objekten, 
insbesondere unter Fluoreszenzbedingungen, vorzugsweise mittels eines wie 
5 vorstehend definierten Mikroskopsystems bereitgestellt, wobei ein Detektions- - 
bereich des Objekts mit zumindest zwei Bilddetektibnseinrichtungen gleichzeitig 
speicherfahig detektiert wird. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens 
10 detektieren die Bilddetektiohseinriclitungen den Detektionsbereich gleichzeitig' in 
zumindest zwei unterscHiedlichen Objektfokusebenen, welche entlang einer opti- 
schen Detektionsachse des Mikroskopsystems versetzt sirid, und/oder den Detek- 
tionsbereich in zumindest zwei zumindest bereichsweise unterschiedlichen opti- 
schen Wellenlangenbereichen, 
15. ' . 

Das erfindungsgemaSe Mikroskopsystem und das erfindungsgemaBe Verfahren . 
konnen vorzugsweise in alien Anwendungen eingesetzt werden, bei denen das 
automatische Absuchen bzw. Abtasten von Mikroskoppraparaten so wie die (zu- 
mindest teil-) automatische Auswertung von Objekten eines beStimmten Typs von 
20 Bedeutung sind. Solche Anforderungsprofile sind insbesondere in der medizi- 
nischen Forschung anzutreffen. 

Eine bevorzugte Verwendung der erfindungsgemaBen Vorrichtung betrifft die 
Detektion von' markiertem, insbesondere fluoreszenzmarkiertem biologischem 
25 Material in einer Probe. Der Begriff "biologisches Material" umfaBt samtliches ^ 
biologisches Material sowie die dieses Material aufbauenden Stoffe, beispielsweise 
Viren, Viroide, mehrzellige und einzellige Organismen, insbesondere Zellen, bei- 
spielsweise Bakterien, Zellen im Gewebeverband oder Kulturzellen. deren BeStand- 

teile wie Zellorganellen, beispielsweise Zellkerne, Mitochondrien, Plastiden, Endo- 
30 plasmatisGhes Retikulurn (ER), Dictyosomen, Ribosomen usw.,.genetisches Materi- 
al wie Chrornosomen und deren Bestandteile, Nukleinsauren wie DNA und RNA, 
Proteine wie Strukturproteine, Enzyme und Antikorper, Polysaccharide und Lipide. 
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Ein bevorzugtes Beispiel der vorstehend definierten Verwendung betrifft;die Suche 
nach "seltenen" Ereignissen, wie der Suche nach wenigem aufzufindendem fluo- 
reszenzmarkiertem biologischem Material in einer Probe. Der Begriff "seltenes 
Ereignis" bedeutet, dalS das Verhaltnis von nicht-markiertem zu dem nnarkierten 
5 biologischen Material in der Probe mehr als 10\ insbesondere mehr als 10® be- 
tragt. So kann das Verhaltnis von nicht-markiertem zu dem markierten biologi- 
schen Material in der Probe bei der Pranataldiagnostik ca. 10^ und bei der Tu- 
mordiagnostik ca. 10® betragen. 

10 Der Begriff "markiert" bedeutet, da(S das zu untersuchende Material mit Hilfe 'des 
erfindungsgemaRen Mikroskopsystems detektierbar ist. Insbesondere umfaBt die 
Markierung eine, mehr bevorzugt mehrere unterschiedliche Fluoreszenzmarkierun- 
gen. Bevorzugte Fluoreszenzmarkierungen sind beispielsweise Fluoreszenzfarb- 
stoffe der Cy-Familie, Fluoresceinisothiocyanat . (FITC), Nukleinsaure-bindende 

15 Fluoreszenzfarbstoffe wie DAPI (4',6'-Diamidin-2'phenylindol-dihydrochlorid) und 
Hoechst 33342 usw. Das zu detektierende biologische Material kann dabei direkt 
mit einem spezifischen Farbstoff markiert warden, beispielsweise die DNA in einem 
Zellkern mittels DAPI, und/oder indirekt markiert werden, beispielsweise mittels 
einer oder mehreren unterschiedlich spezifischen f luoreszehz-gekoppelten Nu- 

20 kieinsauresonden (Fluoreszenz-//7-s/Ya-Hybridisierung, FISH) und/oder mittels 
fluoreszenzgekoppelter Antikorper, die mpnoklonal oder polyklonal seih konnen. 

Ein Beispiel fur die vorstehend definierte Verwendung ist die Suche von einigen 
wenigen angefarbten Zellen eines bestimmten Phanotyps in einer groRen Zell- 

25 population. Wie vorstehend ausgefuhrt, konnen die zu detektierenden Zellen 
beispielsweise mit Hilfe eines fluoreszenzgekoppelten Antikorpers selektiv markiert 
sein. Im allgemeinen ist eine solche Markierung jedoch nicht absolut spezifisch, 
d.h. es werden auch Zellen angefarbt, die nicht den gesuchten Phanotyp auf- 
weisen (falsch-positive Zellen). Um die Spezifitat der Antikorpermarkierung zu 

30 erhohen, konnen mehrere unabhangige, gegen denselben Zelltyp gerichtete und. 
mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelte Antikorper gleichzeitig' 
eingesetzt werden. In anderen Anwendungen konnen falsch-pbsitive Ergebnisse 
auch uber die zusatzliche Analyse morphometrischer Parameter, beispielsweise 
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uber Form und/oder Flache einer Gegenfarbung des Zellkern mit Hjlfe;eines Nu- 
kleinsaure-bindenden Fluoreszenzfarbstoffes (z.B.DAPI) erkanntundausgesohdert 
werden. Bevorzugte Anwendungen einer solchen Suche nach "seltenen" Ereignis- 
sen betreffen beispielsweise die Tumordiagnbstik wie die Suche nach Mikrometa- 
5 stasen in Blut Oder Knochenmark oder die Verlaufskontrolle von Tumorerkrankun-. 
gen, wobel das Verhaltnis von nicht-markierten zu markierten ZeNen haufig im 
Bereich von etwa 10« liegt, sowie die Identifikation von im mutteriichen Blut 
zirkulierenden foetalen Zelle.n bei der nicht-invasiven genetischen Pranataldiagno- 
stik, wobei das Verhaltnis von nicht-markierten zu markierten Zellen haufig im 
10 Bereich yon etwa 10^ liegt, / 

Ein weiteres Beispiel fur eine bevorzugte Verwendung des erfindungsgemalSen 
MIkroskopsystems und des erfindungsgemaRen Verfahrens betrifft das Ausz§hlen 
von FISH-Signalen bzw. FISH-Spots in einer gro/Jen Anzahl von Zeiikernen. Hierbei 

15 ist as erforderlich, in verschiedenen Fluoreszenzkanalen Bilder aus mehreren 
Fokusebenen aufzunehmen und anschlieftend in ein wie vorstehend beschriebenes 
"extended focus"-Bild bzw. Projektionsbild umzurechnen, urn die Signaie aus 
verschiedenen Ebenen der dreidimensionalen Kerne zu erfassen. Die so gewonne- 
nen Projektionsbilder werden anschlleBenid verwendet, urn die Anzahl von Fluo- 

20 reszenzslgnalen zu ermittein, beispielsweiseum Abweichungen der Chromosomen- 
zahl festzustelien. In anderen Anwendungen kann der Abstand zwischen von. 
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen ausgehenden FISH-Signalen bestimmt 
werden. Dies eriaubt beispielsweise die Erkennung von Chromosomenaberrationen 
wie Fusionen verschiedener, die Bruchpunkte flankierender Signaie als Folge von 

25 Translokationen wie z.B. der Translokation 9/22 (Philadelphia-Chromosom) bei der 
chronisch myeloischen Leukamie (CML). 

Weitere Anwendungen betreffen die Analyse von Proben in der Immunologie, 
Bakteriologie. Virolpgie usw., beispielsweise die Erkennung markierter Bakterien, 
30 Viren und anderer infektioser Partikel. 

Die Erfindung wird im folgenden unter Bezugnahme auf begleitende Zeichnungen 
beispielshaft beschrieben. Es zeigen 



wo 00/68667 



11 



PCT/EPOO/04115 



Figur 1 eine schematische Ansicht einer erfindungsgemaBen Ausfuhrungsform 
eines Mikroskopsystems; 

Figur 2 eine schematische Prinzipanordnung einer erfindungsgemaBen Aus- 
5 fuhrungsform eines Mikroskopsystenris mit einem als Beleuchtungsr 

manipulator ausgebildeten afokalen Relay-Systenn; und * 

Figur 3 eine schematische Ansicht einer Ausfuhrungsform eines Mikroskopsy- 
stems mit drei Bilddetektionseinrichtungen, die uber wellenlangensen- 
sitive, dichroitische Strahlteiler angesteuert werden. 

10 - ■ 

In Figur 1 ist der Aufbau eines Mikroskopsystems 10 gemaB einer Ausfuhrungs- 
form der Erfindung schematisch dargestellt. Das Mikroskopsystem umfaBt einen in 
alls Raumrichtungen vefschiebbaren Objektverschiebetisch 1 2, welcher mit einem 
nicht dargestellten elektrischen Verschiebemotor bereitgestellt ist. Der Verschiebe- 
1 5 motor und der Objektverschiebetisch 12 bilden eine Objektverschiebeeinrichtung. 
Das 2U untersuchende mikroskopische Objekt ist an dem Objektverschiebetisch 
festgelegt. Das Mikroskopsystem 1 0 weist zwei Objektbeleuchtungseinrichtungen 
auf, wobei eine Durchlichtbeleuchtungseinrichtung 14 und eine zweite mikro- 
skopseitige Beleuchtungseinrichtung (EPI-Beleuchtung) 1 6 vorgesehen ist. Das 
20 Detektionslicht wird von einem Objektiv 18 gesammelt und uber ein Linsensystem 
einer CCD-Kamera 20 zugefuhrt, die als eine erste Bilddetektionseinrichtung dient. 
Ober einen in deh Strahlengang einklappbaren Schwenkspiegel oder einen Strahl- 
teiler laSt sich der Detektionsbereich des zu untersuchenden Objekts auch uber ein 
Okular 22 direkt visuell betrachten. Die nicht naher dargestellten Objektbeleuch- 
25 tungseinrichtungen (14, 16), der Verschiebemotor des Objekttisches 12 sowie die^ 
CCD-Kamera 20 sind mit einer nicht dargestellten externen Steuereinrichtung 
verbunden. 

Die Objektbeleuchtungseinrichtung 16 ist insbesondere fur eine gepulste Beleuch- 
30 tung (ahnlich einer Blitz- bzw. Stroboskopbeleuchtung) ausgelegt und kann be! 
hoher Puls-Wiederholfrequenz ca, tp^„ = 0,1 msec lange Beleuchtungspulse emitie£ 
ren. Die CCD-Kamera 20 weist z.B. eine Chipauflosung von 1 280x1 024 Bild- 
punkten auf und kann typischerweise innerhalb von einigen msec ausgelesen 
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werden. 

■ . *^ ' . • 

i . ■ 

Wenn ein beispielsweise mikrobiologisches Praparat unter Fluoreszenzbedingungen 
untersucht werden soli, laBt sich durch die mogllche gepulste Beleuchtung durch 
5 die Objektbeleuchtungseinrichtung 16 eine wesentliche Verkurzung der Integra- - 
tionszeit bzw. Detektionszeit, die effektiv benotigt wird, erzielen, da sich die 
erforderliche Lichtenergie in sehr viel kiirzerer Zeit als bei der kohtinuierlichen 
Leistungsabgabe einer konv«ntionellen Fluoreszenzbeleuclitung auf das Praparat 
ubertragen laBt. Dies ermoglicht es, vorteilhafterweise den Objektverscliiebetisch 

10 12 anstatt des ubiichen Start/Stop-Betriebs soger kontinuierlich zu verfahren, oHne 
daB verwackelte Aufnahmen aufgrund von Bewegungsunscharfe die Folge sind. 
Wenn beispielsweise eine Bildunscharfe von 1 Pixel akzeptiert wird,, kann der 
Objektverschiebetisch mit 10* Pixel/sec verfahren werden, was bei einer CCD- 
Auflosung von 1280x1024 Bildpunkten ca. 10 Detektionsbereichen bzw. Bild- 

1 5 feldern/sec entspricht, Auf die herkommlicherweise notwendigen VVartepausen fur 
ein Abschwingen des Objektverschiebetischs karin somit verzichtet werden. 

Es hat sich gezeigt, dalS ein Verhaltnis von Objektbeleuchtungspulsdauer t^^, zu 
einer Verschiebezeitdauer t,„„^^ von WWhtab ^ 0,5% bereits hinreichend 
20 scharfe Bilder liefert. Die Verschiebezeitdauer t,e„chieb ist hierbei diejenige Zeit, 
wahrend welcher das Objekt in seiner Verschieberichtung durch den Objektver- 
schiebetisch 12 verschoben werden mulS, urn urn einen Detektionsbereich bzw. 
urn die m^ximale Lange des Detektiorisbereichs in Verschieberichtung verschoben 
zu werden. . 

25 

DemgennaB umfaSt vorzugsweise das IVIikroskopsystem 1 0 zur optischen Abta- 
stung von (mikroskopischen) Objekteh bzw. Praparaten, insbesondere unter 
Fluoreszenzbedingungen, zumindest eine Objektbeleuchtungseinrichtung 14, 16, 
zumindest eine Bilddetektionseinrichtung 20 zur Detektion von Detektionsberei- 
30 Chen des Objektes und eine Objektverschiebeeinrichtung 1 2 zur Verschiebung des 
Objektes, 

wobei die Objektverschiebeeinrichtung 1 2 z u einer Verschiebung des Objektes mit 
einer vorbestimmten Geschwindigkeitausgelegt ist, so daft nach einer Verschiebe- 
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zeitdauer tve„chieb das Objekt um .einen Detektionsbereich bzw. urn die maximale 
Detektionsbereichslange in Verschieberichtung verschoben ist, uhd 

die Objektbeleuchtungseinrichtung 14, 1 6 zu einer Erzeugung von Objektbeleuch- 
tungspulsen der (jeweiligen) Zeitdauer tp^jj ausgelegt ist, wobei tpy,s einen Bruchteil 
5 von t^erschieb betragt. 

Weist der Detektionsbereich beispielsweise eine rechteckige Gestalt auf, so ist die 
Objektverschiebeeinrichtung 12 dazu ausgelegt, das Objekt innerhalb der Zeit 
tverschieb ^ie maximale Lange des rechteckigen Detektionsbereichs in Verschiebe- 

1 0 richtung zu verschieben . Verlauft die Verschieberichtung beispielsweise paralfel zu 
einer Seitenkante des Detektionsbereichs, so isntspricht diese maximale Lange 
dieser Kantenlange. Da die Zeitdauer tpy,s des Objektbeleuchtungspulses ledigiich 
einen Bruchteil dieser Verschiebezeitdauer t^erschieb betragt, ergibt sich selbst dann 
ein qualitativ hochwertiges, von der Bilddetektiohseinrichtung 20 detektiertes Bild, . 

15 wenn sich das Objekt wahrend der Detektion bewegen sollte. DemgemaB wird 
durch die gepulste Beleuchtung (ahnlich einer Blitz- bzw. Stroboskop-Beleuchtung) 
die Bewegungsunscharfe bzw. eine "Verwackelungsgefahr" eines zu detektieren- 
den Bildes wirkungsvoll vermieden. . 

' . ■ I" \ ' . 

20 Vorzugsweise ist die Zeitdauer der Objektbeleuchtungspulse tp^,,^ < t^erschieb/500, 
vorzugsweise tp^,,^ <. X^^,^^^,J'\ 000. Vorzugsweise wird die Zeitdauer tp^,3 der Objekt- 
beleuchtungspulse kleiner als 1 msec, vorzugsweise kleiner als 0,1 msec gewahlt. 

DemgemaB umfafSt ein Verfahren zur optischen Abtastung von Objekten, ins-- 
25 besondere unter Fluoreszenzbedingungen, mittels eines (vorzugsweise erfjndungs- - 
gemaSen) Mikroskopsystems, welches zumindest eine Objektbeleuchtungsein- 
richtung, zumindest eine Bilddetektionseinrichtung zur Detektion von Detektions- 
bereichen des Objekts und eine elektrisch angetriebene Objektverschiebeein- 
richtung zur Verschiebung des Objekts umfaSt, die folgenden Schritte in dieser 
30 Reihenfolge: 

(a) Rucksetzen eines Bildsignalspeichers der Bilddetektionseinrichtung und! 
Einstellen eines Zeitzahlers timer = to; 

(b) zum Zeitpunkt timer = to + t^erschicb des Zeitzahlers Beleuchten eines Detek- 
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tionsbereichs des Objekts mit einem Objektbeleuchtungspuls deriZeitdauer 



tpuis und. 



(c) Auslesen eines zeitinte'grierten Bildsignals aus dem Bildsignalspeicher der 
Bilddetektionseinrichtung, 
5 wobei das Objekt wahrend aller Schritte (a) bis (c) kontinuierlich durch die elek- 
trische Objektverschiebeeinrichtung derart verschoben wird, dalS nach der Ver- 
schiebezeitdauer tverschieb das Objekt um einen Detektionsbereich bzw. um eine 
maximale Lange des Detektibnsbereichs in Verschieberichtung verschoben ist, und 
die Pulszeitdauer tp^,^ derart gewahit wird, daB tp^,, einen Bruchteil von t^erscweb 
10 betragt, 

Vorzugsweise ist die koritinuierliche Verschiebung des Objekts durch die elek- 
trische Objektverschiebeeinrichtung 1 2 eine gleichformige Verschiebebewegung 
mit konstanter Geschwindigkeit> jedoch kann sich das Objekt zum Zeitpunkt der 

1 5 Pulsbeleuchtung auch langsamer bewegen oder sich im Stillstand befinden. Da die 
Pulszeitdauer tp„,3 lediglich einen Bruchteil von t^er«hieb betragt, kann ein qualitativ 
hochwertiges, zeitintegriertes Bildsignal durch die Bilddetektionseinrichtung 20 
auch dann gewonnen werden, wenn sich das Objekt wahrend der detektiierenden 
Integration des Bildes bewegt, ohne daS eine spurbare Beeintrachtigung durch 

20 Bewegungsunscharfe resultieren wiirde. Folglich gestattet das Verfahren vorteil- 
hafterWeise eine optische Abtastung von Objekten mit einer erhohten Abtastrate, 
da auf Ab- bzw. Einschwingprobleme der Objektverschiebeeinrichtung 12 sowie 
auf sonstige Bewegungsunscharfeprobleme nicht durch ein nachteiliges Abwarten 
einer charakteristischen Einschwingzeit reagiert warden muB. Stattdessen wird die 

25 Abtastrate des erfindungsgemaBen Verfahrens lediglich durch die Verschieb- . 
geschwindigkeit der Objektverschiebeeinrichtung 12 bzw. durch die mindestens 
notwendige Detektionszeit begrenzt. Vorzugsweise ist tpu,, kleiner oder gleich wie 
Whieb/500, vorzugsweise t.e^^h.V'l 000- 

30 Nachfolgend auf den Schritt (c) des Verfahrens wird vorzugsweise ein zusatzlicher 
Objektverschiebeschritt (d) durchgefiihrt, der insbesondere eine andere Objektver- 
schiebegeschwindigkeit und -richturig aufweisen kann. Ein solcher zusatzlicher 
Objektverschiebeschritt kann vorteilhaft sein, wenn die Detektionsbereiche des 
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Objekts nicht in Verschieberichtung unmittelbar aneinander angrenzen sollen, 
sondern durch nichtdetektierte Bereiche des Objekts beabstandet sein sollen. Dies 
ist insbesondere dann erforderlicin, wenn ein "stichpunktartiges" Detektieren 
. verteilter Detektionsbereiche eines Objekts erforderlich sind. Ferner kann in dem 
5 Objektverschiebeschritt |d) eine Umkehrung der Verschieberichtung erfolgen, so_ 
da(2> ein nnaanderformiges Abtasten groBerer Objekte erfolgen kann. 

Zu diesem Zweck konnen die Verfahrensschritte (a) bis (c) bzw. (a) bis (d) eine 
vorbestimmte Anzahl von Wiederhoiungen wiederholt werden, um auf diese Weise 
10 eine Vielzahl von Detektionsbereichen des Objekts automatisch zu erkennen.- 

Insbesondere fur Durchlichtuntersuchungen lalit sich die Bewegungsunscharfe 
wirkungsvoll auch durch eine Verkurzung der Detektionszeitdauer tjetetknon reduzie- 
ren. Verwendet man eine CCD-Kamera, die uber einen sogenannten elektronischen 

15 Shutter, d,h. einen elektronischen VerschluS, verfiigt, so laBt sich die Detektions- 
zeitdauer t^etektion/ ^.h. die Zeitdauer/ wahrend der das einfallende Licht auf dem 
CCD-Chip gesamnrielt wird, auf beispielsweise 0,1 msec verkurzen. Eine unter 
Umstanden dadurch reduzierte CCD-Detektionss;ignalstarke laBt sich vielfach durch 
einen entsprecHend erhohten Beleuchtungspegel wieder anheben. Die sehr kurze 

20 Detektionszeit eriaubt es, ein Bild aufzunehmen, bevor der Objekttisch 1 2 ab- bzw. 
eingeschwungen ist und damit stabil steht, da/wie bei einer Pulsbeleuchtung, eine 
. eventuelle Restbewegung gewissermalSen "eingefroren" wird. Als Folge kann die 
Bildaufnahme mit der -maximalen, durch den Objekttisch 12 bestimmten Ver- 
schiebefrequeriz erfolgen (typischerweise etwa 1 0. Detektionsbereiche bzw. - 

25 positionen pro Sekunde), ohne Einschwingzeiten des Objekttischs 1 2 abwiarten zu 
miissen. 

In Figur 2 ist schematisch die Anordnung eines Beleuchtungsmanipulators 24 in 
dem Beleuchtungsstrahlengang des Mikroskopsystems dargestellt, Mittels eines 
30 Linsensystems 26 wird parallel zur optischen Achse des Mikroskopsyistems ge- 
richtetes Anregelicht von einer Lichtquelle 28, die in einem Lampenhaus 30 einge^ : 
baut ist, erzeugt. Das Anregelicht trif ft auf eine erste Sammellinse 32 des Beleuch- 
tungsmanipulators 24, welcher als ein afokales Relay-System ausgefiihrt ist. Die 
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Sammellinse 32 fokussiert das parallele LichtbCindel.in einen Brennpunkt auf der 
optischen Achse des Mikroskopsystems, welcher um den Abstand von der 
Hauptebene der Sammellinse 32 entfernt ist. Dieser Brennpunkt fallt mit deni 
Brennpunkt einer zweiten Sammellinse 34 des Beleuchtungsmanipulators 24 
zusammen, welcher hachfolgend wiederum ein zur optischen Achse paralleles_ 
Lichtbundel erzeugt, welches weiter in Richtung Mikroskop gerichtet ist. Da die 
Brennweite der Sammellinse 34 kleiner als die Brenhweite der Sammellinse 32 
ist, wird der ursprungliche Anregungsstrahldurchmesser Dj auf den Durchmesser 

□i komprimiert, wobei D, = D2 f i/fa- 

■■■■■■ ' }■ 

Demgemafi kann ein Mikroskopsystem 10 zur optischen Abtastung von Objekten, 
insbesondere unter Fluoreszenzbedingungen bzw. -anregung, zumindest eine 
Objektbeleuchtungseinrichtung 28, zumindest eine erste Bilddetektionseinrichtung 
zur Detektion eines ersten Detektionsbereichs des Objekts und eine zweite Bildde- 
tektionseinrichtung zur Detektion eines zweiten Detektionsbereichs umfassen, 
welcher den ersten Detektionsbereichs im wesentlichiBn umfaBt, wobei die Objekt- 
beleuchtungseinrichtung 28 einen Beleuchtungsmanipulator 24 zur selektiven 
Beleuchtung des ersten und/oder des zweiten Detektionsbereichs umfalit. Der 
Beleuchtungsmanipulator 24 ermoglicht ,es demgemaB, den igesamten zweiten 
Detektionsbereich oder lediglich den ersten Detektionsbereich gezielt zu beleuch- 
ten. 

Die erste Bilddetektionseinrichtung kann eine CCD-Kamera, die zweite BUddetek- 
tionseinrichtgng ein Okular zum direkten optischen Betrachten und der Beleuch- 
tungsmanipulator 24 ein afokales Relay-System bzw. einen Strahlkompressor 
umfassen. Der Beleuchtungsmanipulator 24 gestattet es demgemaS/den kleinen 
(ersten) Detektionsbereich der CCD-Kaniera selektiv zu beleuchten, ohne gleich- 
zeitig die durch das Okular des Mikroskopsystems sichtbaren umliegenden bzw. 
anderen Telle des (zweiten) Detektionsbereichs mitbeleuchten zu mussen. Die 
Verwendung eines afokalen Relay-Systems bzw. eines Strahlkompressors er- 
moglicht somit vorteilhafterweise eine Konzentration der Anregungsbeieuchtung 
auf den fur eine Detektion mit der CCD-Kamera maBgeblichen (ersten) Detektions- 
bereich. Im Falle einer Fluoreszenzdetektion von Fluoreszenzfarbstoffen, beispiels- 
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weise von entsprechend praparierten mikrobiologischen Objekten, wird durch diese 
Ausfuhrungsform vorteilhafterweise ein unnotig schnelles Ausbleich^n der Fluo- 
reszenzfarbstoffe durch ein unnotig groSes beieuchtetes Bildfeld vermieden. 

5 Eine andere Losung, das Kannerabild an die ausgeleuchtete Flache des Objekts_ 
anzupassen und damit das Anregungsliclit optimal zu nutzen, ist einen urn den 
Faktor IVl verkleinernden Kameraadapter zu verwenden. Hierdurch wird der von der 
Kamera erfaSte BildbereielT urn denselben Faktor M vergrolSert. Die Diskrepanz 
zwischen dem ausgeleuchteten Okularbildfeld und dem Kamerabildfeld reduziert 

10 sich entsprechend. Das (groBere) Okularbildfeld bleibtunverandertvoll ausgeieuch- 
■ tet. , 

Figur 3 zeigt schematisch einen Teil des Strahiengangs einer weiteren Ausfuh- 
rungsform des erfindungsgemaBen Mikroskopsystems. Hierbei werden drei ver- 
1 5 schiedene und getrennt ansteuerbare Bilddetektionseinrichtungen eingesetzt, die 
als erste 40, zweite 42 und dritte 44 CCD-Kamefa ausgebildet sind. Eine Objektbe- 
leuchtungseinrichtung 46, die aus einer Lichtquelle und einem Linsensystem 
besteht, erzeugt mittels eines ersten Strahlteilers 48 eine Auf lichtbeleuchtung auf 
ein nicht dargestelltes mikroskopisches Objekt. 

20 ■ 

Wenn unterschiedliche optische Wellenlangenbereiche durch die Bilddetektionsein- 
richtungen 40, 42 und 44 gleichzeitig detektiert werden sollen, ist der erste 
Strahlteiler 48 als ein Dr ei-Band-Strahlteiler (Triple Band Beam Splitter) ausgebildet, 
welcher sine hohe Transmission in den optischen Wellenlangenbereichen F,, Fj 
25 und F3 aufweist. In Verbindung mit der Objektbeleuchtungseinrichtung 46'kann der 
Strahlteiler 48 beispielsweise zur Simultananregung mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe 
bzw. Fluorochrome in d'esen Wellenlangenbereichen dienen. 

Im Detektions- bzw. Nachweisstrahlengang des Mikroskopsystems sind zwei 
30 weitere Strahlteiler 50, 52 angeordnet, die das zu detektierende Licht des Detek- 
tionsbereichs.des Objekts auf die CCD-Kameras 40, 42 und 44 verteilen. Im Fall 
der beschriebenen simultanen Detektion von mehreren "Farbkanalen" erfolgt eine 
spektrale Aufspaltung des detektierten Lichts durch eine Verwendung von dichroi- 



>0 00/68667 PCT/EPOO/04115 

18'- ■ _ 

tischen Strahlteilern. So weist der Strahlteiler 50 einen groRen Transmissions- ' 
koeffizienten in dem Wellenlangenbereich F, auf, reflektiert jedoch die Wellenlan- 
genbereich Fj und F3 effektlv. Hiisrdurch gelangt lediglich zu detektierendes Licht 
im Welienlangenbereich F^ auf die erste CCD-Kamera 40. Der zweite dichroitische 
5 Strahlteiler 50 hingegen weist einen hohen Transmissionskoeffizienten im Wellen- 
langenbereich F3 auf und einen groBen Reflexionskoeffizienten im Wellenlangen- 
bereich Fj. DemgemaG. fallt zu detektierendes Licht im Wellenlangenbereich Fj auf 
die zweite CCD-Kamera 42, wahrend zu detektierendes Licht im Wellenlangen- 
bereich F3 auf die dritte CCD-Kamera 44 fallt. Besonders vorteilhaft ist es, diese 

10 Strahlteiler auf die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe in ihren spektralen Eigen- 
schaften gezi.elt ahzupassen. Unter eventueller Verwendung von angepaRten 
Doppel- Oder Dreifachanregungsfiltern kann so das Ruoreszenzsignal mehrerer 
Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig nachgewiesen werden. Eine herkommliche 
sequentielle und damit zeitraubende Detektion des gleichen Detektionsbereichs 

15 eines Objekts in verschiedenen Wellenlangenbereichen ist somit hinfallig, da eine . 
Parallelisierung durch eine Mehrkanalaufnahme eine gleichzeitige Detektion der - 
Fluoreszenzsignale in alien relevanten Wellenlangenbereichen ermoglicht. 

Einer Verwendung einer einzigen, siDektrahempfindlichen Bilddetektionseinrichtung 
20 istdieerfindungsgemaBeMehrkanalaufnahmemitunterschiedlichenBilddetektions^ 
einrichtungen uberlegen. So konnen bei der Verwendung von mehreren Bilddetek- 
tionseinrichtungen die Detektionsparameter der Bilddetektionseinrichtungen, 
insbesondere die Integrationszeit, unabhangig voneinander eingestellt werden. Dies 
ist insbesondere bei der Detektion von einzelnen Fluorochromen bei der Fluo- 
25 reszenzmikroskopie von biologischem Material von Vorteil, da sich hier die Fluo- 
reszenzintensitaten der einzelnen Fluorochromen oft.um GrofSenordnungen unter- 
scheiden. Ferner konnen die optischen Wellenlangenbereiche, welche zu detektie- 
ren sind, abhangig von der gewunschten Aufgabe individuell festgelegt werden, 
wahrend sie bei einer Farbkamera fest vorgegeben sind. Ferner konnen hoch- 
30 auflosende CCD-Kameras zum Einsatz kommen, deren Pixel^zahlen diejenigen von 
Farbkameras deutlich libersteigen. 

■ • 

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit derartiger simultaner Detektions- bzw. 
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Aufnahmekanile mittels einer Vielzahl yon Bijddetektionseinrichtungen t)esteht in 
der "tiefenaufgelosten" Detektion von "dicken" Objekten. Insbesondere b*ei mikro- 
skopischen Praparaten ist es namlich oft wunschenswert, Bilder aus unterschiedli- 
chen Tiefenschichten des Praparats zu erhalten, d.h, aus Objektebenen, die in z- 
Richtung voneinander beabstandet sind. Eine Detektion in unterschiedlichen ^ 
Fokusebenen kann auch erforderlich sein, urn. die Detektionssignale aus. alien 
relevanten Objektschichten zu erfassen. Beispiele hierfur sind Gewebeschnitte oder 
Interphasekerne. Verwendetman beispielsweise drei Detektionskanale, die jeweils 
ca. 1/3 des Gesamtsignals empfangen und die auf unterschiedliche Fokusebenen 
justiert sind, so konnen drei Fokusebenen gleichzeitig aufgenommen werden. Das 
Prinzip ist auch auf mehr als drei Bilddetektionseinrichtungen erweiterbar. Die 
optische Abtastgeschwindigkeit fur N erforderliche Fokusebenen lalSt sich auf 
diese Weise urn einen Faktor, welcher der Zahl der Aufnahmekanale entspricht/ 
reduzieren, soweit die Gesamtintensitat des Detektionssignals dies im Hinblick auf 
die Empfindlichkeit der verwendeten Bilddetektionseinrichtungen zulaSt. 

Die beschriebene Detektion in den unterschiedlichen Fokusebenen kann mit einem 
Mikroskopsystem erfolgen, welches schematisch in Figur 3 dargestellt ist. Soil 
keine zusatzliche simultane Aufnahme mehrerer Farbkanale erfolgen, vyie sie oben 
beschrieben wurde, werden farbneutrale Strahlteiler 50, 52 eingesetzt, welche das 
Detektionslicht ohne Farbaufspaltung geeignet auf die CCD-Kameras 40, 42 und 
44 verteileh. Insbesondere spalten die Strahlteiler 50, 52 das optische Eingangs- 
signal in zwei Strahlenbiindel mit typischerweise 50% der Eihgangssignalstarke 
auf. Urn verschiedene Fokusebenen des Objekts mit den CCD-Kameras 40, 42 und 
44 scharf bzw. fokussiert abzubilden, konnen die geometrischeri Weglangen 
entlang der jeweiligen Detektionspfade von den jeweiligen CCD-Kameras 40, 42 
und 44 zu einer Objektebene unterschiedlich lang gewahlt werden. In Figur 3 weist 
beispielsweise die CCD-Kamera 40 eine kurzere geometrische Weglange zu dem 
Objekt als diejenige der CCD-Kameras 42 und 44 auf. So ist der geometrische 
Abstand entlang der jeweiligen Detektionspfade von dem Strahlteiler 50, bei 
welchem sich der gemeinsame Detektionsstrahiengang der verschiedenen CCD- 
Kameras teilt, zu der CCD-Kamera 40 kurzer als zu den CCD-Kameras 42 und 44. 
Dies hat zur Folge, daft die CCD-Kamera 40 eine Fokusebene des Objekts scharf 
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bzw, fokussiert abbildet, welche sich geringfugig gegenuber der Foljusebene 
uaterscheiden wird, Welche durch die Kameras 42 und 44 abgebildet wird. Eventu- 
ell zusatzlich oder auch anstelle des oben beschriebenen relativen Versatzes der. 
CCD-Kameras konnen auch (nicht dargestellte) Zusatzoptiken vor zumindest einer 
5 der CCD-Kameras eingesetzt werden, urn so die Festlegung der gewunschten 
Fokusebene zu bewirken. 

Die analogen Kameraausgange der CCD-Kameras 40, 42 und 44 konnen jeweils 
mit Signaleingangen einer (nicht dargestellten) Digitalisiereinrichtung bzw. -modui 

10 verbunden sein, welche fur eine Multiplexverarbeitung von analogen Kamera- 
, signalen ausgelegt ist. Eine soiche Multiplexverarbeitung der einzelnen Kamera- 
signale ermoglicht vorteilhafterweise die kostengunstige Verwendung eines ein- 
zigen Digitalisiernnoduls fur mehrere Bilddetektionseinrichtungen. Zwar konnen in 
dieser Konfiguration die Signale der CCD-Kameras nicht zum gleichen Zeitpunkt 

15 ausgelesen und digitalisiert werden, jedoch bedeutet dies keine praktische Ein- 
schrankung. Zum einen ist die Auslesezeit einer CCD-Kamera mit einem Wert von 
typischerweise 0,1 Sekunden in der Regel kurzer als typisch^ Detektionszeitdau- 
ern. Ferner sind die Detektidnszeitdauern fur yerschiedene Fluoreszenzfarbstoffe 
unterschiedlich lang, so dalS das CCD-Kgmerasignal des sigrlalstarkeren Fluo- 

20 reszenzfarbstoffs bereits ausgelesen werden kann, wahrend die andere CCD- 
Kamera das intensitatsschwachere Signal noch detektiert und integriert. Durch 
eine geeignete Steuerung dieses Ablaufs laBt sich erreichen/daR die Gesamtauf- 
nahmezeit nur durch die .erforderliche Detektionszeit fiir den intensitatsschwache- 
sten Fluoreszenzfarbstoff begrenzt wird. 




Anspruche 

1. Mikroskopsystem zur optischen Abtastung von Objekten, insbesondere 
unter Fluoreszenzbedingungen, welches zumindest zwei bevorzugt elek- 
trische; elektronische und/oder fotographische Bilddetektionseihrichtungen 
(40, 42, 44) umfalit, die zur gleichzeitigeri speicherfahigen Detektion eines 
Detektionsbereichs des Objekts ausgelegt sind. 

2. Mikroskopsystem nach Anspruch 1, wobei.die Bilddetektionseinrichtungen 
{40, 42, 44) zumindest eine vorzugsweise hochauflosende CCD-Kamera 
umfassen und/oder ausgelegt sind, dalS jeweilige Detektionszeitdauern . 
unabhgngig voneinander einstellbar sind. 

3. Mikroskopsystem nach Anspruch T oder 2, wobei eine ei'rste (40) der Bildde- 
tektionseinrichtungen (40, 42, 44) den Detektionsbereich in einer ersten 
Objektfokusebene und eine zweite (42) der Bilddetektionseinrichtungen (40, 

* 42, 44) den Detektionsbereich in einer zweiten Objektfokusebene detektiert, 
wobei die erste und die zweite Objektfokusebene relativ zueinander entlang 
einer optischen Detektionsachse des Mikroskopsystems versetzt sind. 

4. Mikroskopsystem nach Anspruch 3, wobei die erste (40) und die zweite 
(42) Bilddetektionseinrichtung umunterschiediiche geometrische Weglangen 
entlang der jeweiligen optischen Detektionspfade von der ersten Objektfo- 
kusebene beabstandet sind. 

5. Mikroskopsystem nach Anspruch 3 oder 4, wobei zumindest eine der Bildde,^ 
tektionseinrichtungen (40, 42, 44) eine Zusatzoptik zur Einstellung der 
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jeweiligen Objektfokusebene umfaRt. [ 

6. Mikroskopsystem nach einem der ybrangegangenen Anspruche, wobei eine 
erste (40) der Bilddetektionseinrichtungen (40, 42, 44) zur Detektion eines 
ersten und eine zweite (42) der Bilddetektionseinrichtungen {40, 42, 44) zur . 
Detektion eines zweiten optischen Wellenlangehbereichs ausgelegt istt 

7. Mikroskopsystem nacii Anspruch 6, wobei die erste Bilddetektionseinrich- 
tung (40) eine erste Kamera und einen dichroitischen Strahlteiler (50) und 

/die zweite Bilddetektionseinrichtung (42) eine zweite Kamera umfaBt, wobei 
der Strahlteiler (50) derart ausgelegt und im Detektionsstrahlengang an- 
geordnet ist, daB Detektionsstrahlen des Detektionsbereichs in dem ersten 
Wellenlangenbereich per Transmission durch den Strahlteiler (50) auf die 
erste Kamera und Detektionsstrahlen des Detektionsbereichs in dem zweiten 
Wellenlangenbereich per Reflexion an dem Strahlteiler (50) auf die zweite 
Kamera fallen. 

8. Mikroskopsystem zur optischen Abtastung von Objekten, insbesondere 
unter Fluoreszenzbedingun^en, bevoi;zugt nach einem der vorangegangeneh 
Anspruche, welches zumindest eine Objektbeleuchtungseinrichtung ( 1 4, 1 6; 
46), zumindest eine Bilddetektionseinrichtung (20, 22; 40, 42, 44) zur 
Detektion von Detektionsbereichen des Objekts innerhalb einer Detektions- 
zeitdauer tjetektion und eine Objektverschiebeeinrichtung (12) zur Verschie- 
. bung des Pbjekts umfaBt, 

wobei die Objektverschiebeeinrichtung (12) zu einer Verschiebung des 
Objekts mit einer vorbestimmten Qeschwindigkeit ausgelegt ist, so daBnach 
einer Verschiebezeit t^e^^^hieb das Objekt um einen Detektionsbereich ver- 
schobeh ist, wob^i t^etektion einen Bruchteil von t^erscweb betragt. , 

9. Verfahren zur optischen Abtastung von Objekten, insbesondere unter Fluo- 
reszenzbedingungen, mittels eines Mikroskopsystems, insbesondere nach 
einem der Anspruche 1 bis 8, wobei ein Detektionsbereich des Objekts mit 
zumindest zwei Bilddetektionseinrichtungen (40, 42, 44) gleichzeitig spei- 
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cherfahig detektiert wird. ; 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die Bilddetektionseinrichtungen (40, 42, 
44) den Detektionsbereich gleichzeitig in zumindest zwei unterschiedlichen 
Objektfokusebenen detektieren, welche eritlang einer pptischen Detektlons-_^ 
achse des Mikroskopsystenris versetzt sind, und/oder den Detektionsbereich 
in zumindest zwei zumindest bereichsweise unterschiedlichen optischen 
Wellenlangenbereichendetektieren. 

1 1 . Verwenduhg der Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8 zur Det'ek- 
tion von markiertem, insbesondere fluoreszenzmarkiertem biologischem 
Material in einer Probe, wobei das biologische IVlateria) insbesondere Zellen 
und/oder Bestandteile davon umfaBt. 

12. Verwendung nach Anspruch 1 1 , wobei das Verhaltnis von nicht-markiertem 
zu dem markierten biologischen Material mehr als 10\ insbesondere mehr 
als 10^ betragt. 

13. Verwendung nach einem der Anspr,uche 1 1 oder 12, wqbei das biologische 
Material durch mehrere unterschiedliche Markierungen, insbesondere Fiuo- 
reszenzmarkierungen markiert ist. 

14. Verwendung nach einem der Anspruche 11 bis 13, wobei das biologische 
Materiai-durch Fluoreszenz-/V?-s/Y£/-Hybridisierung und/oder fluoreszenzmar- 
kierte Antikorper und/oder Nukleinsaure-bindende Fluroeszenzfarbstoffe 
markiert ist. 
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